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Ras 超家族是一大类小分子 GTP 酶，在调控细胞生长、运动、凋亡、细胞
内蛋白质运输等方面起着重要作用。它主要包括 5 个的 GTP 酶家族：Ras、
Rho/Rac、Rab、Arf 和 Ran，其中最主要的一支是调控细胞内膜泡运输途径的
Rab/Ypt/Sec4家族，至今已经发现了超过 70种 Rab以及 Rab-like蛋白。 
Rab34 是 Rab GTP 酶家族的成员，定位于高尔基体，并且已经证明它能通
过与 RILP（Rab-interacting lysosomal protein）相互作用来调控细胞内溶




通过序列比对，发现人 Rab36位于 N端的 66个氨基酸，在其他物种中并没
有找到与之相对应的序列,因此我们重新确定了人 Rab36氨基酸序列。通过 PCR
的方法，对人不同组织（脑、心、肺、肝、胰、肾、胎盘、骨骼肌）的 cDNA文
库进行检测，发现 Rab36 与 Rab34 在众多组织中都有表达，但总体上看 Rab36
的表达水平较 Rab34低，仅在胰、肾、胎盘中有较高表达。 
免疫荧光实验表明，Rab36定位于高尔基体，且主要分布在中间膜囊（medial 
Golgi）和反面膜囊（trans Golgi）及反面高尔基体网状结构（trans Golgi 
network，TGN）。过表达 Rab36能导致细胞内晚期内体及溶酶体聚集在高尔基体
附近，对早期内体则没有影响，推测其作用范围位于晚期内体和溶酶体之间。
用 nocodazole破坏微管网络，溶酶体也随着 Rab36分散，说明 Rab36对溶酶体
的影响依赖于完整的微管网络结构。GST-pulldown 实验表明，Rab36 通过
GTP-binding 的形式与 RILP 相互作用，并且发现结合区域位于 RILP 蛋白 C 端





















The Ras superfamily is also called small GTPase, which regulate 
diverse cell behaviours like cell growth, differentiation, apoptosis, 
intracellular protein transport, etc.. Based on structure, sequence and 
function, the Ras superfamily is divided into five main families: Ras, 
Rho/Rac, Rab, Arf and Ran. Rab/Ypt/Sec4 proteins comprise the largest 
branch of the superfamily. So far, about 70 members of Rab proteins have 
been identified in mammalian cells, but many of them have not been 
investigated extensively. Rab34, a member of Rab family, has been 
characterized as a Golgi associated Rab protein which is involved in 
regulating lysosomal positioning through interaction with RILP 
（Rab-interacting lysosomal protein）. Rab36 is homologous to Rab34 with 
56% amino acid sequence identity. 
Amino acid sequence alignment of Rab36 homologs within divergent 
organism sources using BLAST tool showed that the N-terminal 66aa 
extension in human Rab36 was not conserved among divergent organisms, 
since no homologous residues was found in the N-terminal flanking regions 
of Rab36 from other organisms except for Homos sapiens. thus we propose 
that the amino acid sequence of human Rab36 protein in full length must 
be 267aa harbouring all conserve motifs for small GTPase.We examined the 
expression levels of Rab36 and Rab34 transcripts by PCR with specific 
primers, using human multiple tissue cDNA panels contains eight 
different tissues. Unexpectedly, the data showed that Rab36 was 
expressed ubiquitously in all tissues, just similar to Rab34, though the 
cDNA expression level of Rab36 was lower than Rab34. 
The localization of the expressed GFP-Rab36 was studied by 
immuno-labeling antibodies against Golgi markers. Our results indicated 















associated at medial Golgi, trans Golgi and trans-Golgi network. 
Overexpression of Rab36 led to redistribution of late endosome and 
lysosome to the peri-nuclear region, but the size of the vesicles were 
not altered obviously. While the distribution of early endocytic 
compartments marked by EEA1 were not altered essentially. 
To study whether Rab36 regulates the spatial distribution of late 
endosome and lysosome through a similar mechanism to Rab34, we 
investigated the interaction between Rab36 and RILP by GST-pulldown 
assay. The in vitro binding assay indicated that GST-RILP significantly 
bound to GFP-Rab36, in addition, the interaction of Rab36 with RILP 
depends on specific guanine nucleotide-binding activity of Rab36. The 
results further confirmed the interaction between Rab36 and RILP, and 
identified the C-terminal region of RILP was responsible for the 
interaction with Rab36 or Rab34. 
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第一章 绪论 
1.1 GTP 酶及其分类 
GTP酶指的是一大类能够结合并具有水解 GTP功能的蛋白，其结合水解 GTP
的区域高度保守，称之为 G domain。 
GTP酶超家族大致可分为异源三聚体 G蛋白（Heterotrimeric GTP-binding 
regulatory protein）、小分子 GTP酶（Small GTPase）、蛋白-合成 GTP酶（如
延伸因子 Elongation factor）及其它（如发动蛋白 Dynamin、微管蛋白 Tubulin
等）。 
1.2 异源三聚体 G 蛋白 
G 蛋白，广义上包括异源三聚体 G 蛋白家族和小分子 GTP 酶家族，狭义上
则仅仅指异源三聚体 G 蛋白，它能在 G 蛋白偶联受体（G protein-coupled 
receptors，GPCR）的帮助下，实现 GTP/GDP 的交换与水解，参与细胞内信号
转导。（注：本文所指 G 蛋白均为狭义上的 G 蛋白。）G 蛋白参与的信号转导通
路主要指 cAMP 信号通路和磷脂酰肌醇信号通路，此外它还有调节离子通道的
作用。其重要性体现在它与许多疾病相关，如糖尿病、失明、抑郁、癌症等。 
异源三聚体 G 蛋白，顾名思义，主要由 α、β、γ 这三个亚基组成。目前在
人类中已经发现了约 23 种 α 亚基、7 种 β 亚基和 12 种 γ 亚基。α 亚基存在两个
重要的结构域：GTP 酶结构域和 α 螺旋结构域。GTP 酶结构域广泛存在于各种
GTP 酶，不仅是 G 蛋白，在小分子 GTP 酶 Ras 超家族以及延伸因子等中也是
必需且十分保守的结构域。GTP 酶结构域结合并水解 GTP，还提供了与 Gβγ、
GPCR 以及下游效应因子结合的结合域。该结构域包含的三个松散的环状结构
（Switch Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）在与 GDP 或 GTP-γ-s 结合时会发生明显的构象上的改变
[1-3]，说明它们在 GTP 酶循环以及与下游效应因子相互作用上有着重要的作用。
α 螺旋结构域的 6 个 α 螺旋则组成了一个“口袋”，将 GTP 深埋在 G 蛋白核心
内。所有的 Gα（Gαt 除外）的 N 端都需要经过翻译后修饰（加上疏水的脂肪酸
链）才能保证 Gα 在膜定位和蛋白质相互作用上发挥功能[4-5]。这一性质与小分
子 GTP 酶十分类似。 
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小分子 GTP 酶可以说是“细胞质中的 G 蛋白”，它与异源三聚体 G 蛋白中
的 α 亚基高度同源。但不像 G 蛋白那样需要三个亚基协调作用，它自身就可以
独立地行使功能。小分子 GTP 酶调控着细胞内诸多的生理功能，如细胞生长、
分化、运动以及膜泡运输等。他们最广为人知的是 Ras GTP 酶，很多时候 Ras
超家族 GTP 酶被认为是小分子 GTP 酶的代名词。 
Ras 是一个大家族，经过鉴定的的成员已经超过了 150 个。根据其结构、
序列和功能的不同，人们把 Ras 超家族分为 5 个主要家族，它们分别是：Ras、






图 1-1：Ras 超家族分类 
Fig1-1 Unrooted tree of human RAS superfamily members 
注：摘自 Colicelli 等，2004[7] 
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G5：C/SAK/L/T[8]（图 1-2）。（注：X 表示任意氨基酸，下同。）这与 G 蛋白 α
亚基以及其他 GTP 酶的结构都是十分类似的。 
 
 
图 1-2：Ras 超家族功能结构域 
Fig1-2 Functional domains of Ras 
注：摘自 Wennerberg 等，2005[9] 
 
Ras 超家族作为 GTP 酶、分子开关，是通过结合 GDP 或 GTP，导致构象
的变化，从而与下游效应因子相互作用的。它对 GDP 以及 GTP 有着较高的亲
和力，但是对 GDP 与 GTP 的交换以及 GTP 的水解都需要其他的调节因子来协
助完成。GEF 帮助其释放 GDP 结合 GTP，使其处于活化状态[10]； GDI 的作用
与 GEF 相反，它阻止小分子 GTP 酶锚定到质膜上，使其保持 GDP 结合的形式
[11]；GAP 能加速其 GTP 酶的活性，即加速水解 GTP，转变为无活性的状态[12]。 
除此之外，Ras 的翻译后修饰对其功能的发挥也起着非常重要的作用。比
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识别， 使该位点被法兰尼脂化或牻牛儿基牻牛儿酯化。不同的 Ras 家族成员其
C 末端序列不尽相同，但都富含半胱氨酸，少数的成员则是在 N 端被修饰，如




图 1-3：小分子 GTP 酶活性的调控 
Fig1-3 Regulation of small GTPase activity 
注：摘自 Takai 等，2001[7] 
 
1.4 Rab 蛋白 
Rab/Ypt/Sec4 蛋白家族是 Ras 超家族中成员最多的一个分支，目前已经发
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Rab 家族的成员，有该家族特有的保守序列（RabF1-RabF5）[17]，以及 4
个区分 Rab 亚家族的序列（RabSF1- RabSF4）[18]（图 1-4）。同其他的 GTP 酶
一样，它的 G 结构域包含 5 个 α 螺旋（α1-5）和 6 个 β 片层（β1-6）结构。这
6 个片层结构形成疏水的核心，被亲水的 α 螺旋（α1-5）包围，连接它们的则
是 5 个不规则卷曲，其中含有 PM/G 位点（磷酸/Mg2+和 GTP 结合位点）。而在
G 结构域中构象会发生变化的区域称之为 switch I 和 switch II，这两个分子开关
区域和三个 RabSF 序列（RabSF1、RabSF3 和 RabSF4）位于蛋白的表面，是与
它的互作因子如 GEF 和 GAP 以及 RILP（Rab interacting lysosomal protein）结
合的关键位点。Rab 蛋白的 C 端和 N 端在长度和序列上高度可变，但 C 端却有
十分保守的 C、CC、CXC 或 CXXX（X 表示任意氨基酸）的序列，该序列是一




图 1-4：Rab 蛋白结构域（Rab3A） 
Fig1-4  structural features of Rab（Rab3A） 
注：摘自 Pereira-Leal，2000[19] 
 
1.4.2 Rab 蛋白的调控机制 
当 Rab 蛋白从胞质内核糖体中合成出来后，与 GDP 结合，随后被 Rab 护
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II 识别其 C 末端的特定序列（前文所说的 C、CC、CXC 或 CXXX）（同时还需
要前端的 27-43 个氨基酸残基[20-21]），将两个牻牛儿基牻牛儿酯加到 Rab 蛋白的
C 末端，使 Rab 蛋白 C 端具有疏水性，使之能定位到膜上[22]。Rab 蛋白需要 REP
的呈递才能被类异戊二烯化，这点与其他的 GTP 酶不同，因为其他的 GTP 酶
都可以直接被修饰（如被法兰尼酯转移酶或 GGTase I 修饰）而不需要其他辅助
因子的参与[23]。REP 同时还保持 Rab 蛋白的 GDP-binding 形态，直到被锚定到
膜上。随后 GEF 加速了 GDP- Rab 中 GDP 的释放，GTP 替换 GDP，降低了 Rab
对 REP 的亲和力，REP 与 Rab 分离，使 Rab 变成处于激活状态的 GTP-Rab，
与相关效应子结合，实现膜泡的形成、转运及融合。而 GAP 能提高 Rab 的 GTP
酶活性，加速水解 GTP，随后 GDP-Rab 在 GDI 的作用下从膜上脱离。特别要
强调的是，虽然 REP 和 GDI 都能结合 GDP-Rab，而且它们的结构也十分的相
似，但是将 GDP-Rab 从质膜上解离下来的是 GDI 而不是 REP[24-25]，REP 只是
将 Rab 呈递至质膜。同时，不论 Rab 蛋白是否被类异戊二烯化，REP 对其都有
很高的亲和力[26]，而 GDI 只对类异戊二烯化的 Rab 有高的亲和力[27]。（图 1-5） 
 
 
图 1-5：Rab 功能循环及活性的调控 
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